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PERFIL QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E
MODULADORA IN VITRO DO EXTRATO DE ACETATO’DE ETILA DAS FOLHAS
DE Hymenaea courbaril L. (JATOBA)

Hobert Clepton Nogueira Rodrigues®; Cicero Roberto Nascimento Saraiva?
RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo analisar o perfil quimico e avaliar a atividade
antibacteriana e moduladora do extrato de acetato de etila das folhas de Hymenaea courbaril
L. frente a linhagens bacterianas padrdes e multirresistentes. A atividade antibacteriana do
extrato foi testada utilizando a Concentracdo Inibitoria minima (CIM), realizada em placas de
microdiluicdo. O ensaio também foi utilizado para testar as interacGes entre 0 extrato e 0s
antibidticos amicacina e gentamicina, utilizando o extrato em uma concentragéo subinibitéria
minima (CIM/8). A partir da obtencdo da CIM, foi possivel observar resultados com
relevantes significados clinicos frente as cepas testadas. A caracterizagdo quimica detectou
metabolitos de importancia clinica, principalmente compostos fendlicos e taninos totais. Pela
realizacdo do estudo foi possivel observar que o extrato possui atividade antibacteriana frente
a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442; Staphylococcus aureus ATCC 25923; Streptococcos mutans ATCC
00446; Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, e linhagens bacterianas multirresistentes
(isolados clinicos) de E. coli 27 e S. aureus 358. A partir da realizacdo da modulacéo, foi
possivel observar a diminuicdo da CIM dos aminoglicosideos contras as cepas de E. coli 27 e
S. aureus 358. Neste contexto, foi possivel observar que o extrato de acetato de etila das
folhas de Hymenaea courbaril L. Também possui também atividade modulatéria frente aos
antibioticos utilizados, contribuindo de forma sinérgica e sendo capaz de ajudar em casos de
resisténcia bacteriana..

Palavras-chave: Hymenaea courbaril I. Microdiluicdo. Plantas medicinais.

CHEMICAL PROFILE AND EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND
MODULATOR ACTIVITY IN VITRO OF ETHYL ACETATE EXTRACT FROM
LEAVES OF Hymenaea courbaril L. (JATOBA)

ABSTRACT

The present study has objetive analyze the chemical profile and evaluate the antibacterial and
modulation activity of the of ethyl acetate extract of the leaves of the Hymenaea courbaril L.
against standard and multiresistant bacterial lines. The antibacterial activity of the extract was
determined using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test, performed on
microdilution plates. The microdilution test was performed to verify the interactions between
natural products and antibiotics using the extract in a subinhibitory concentration (MIC/8).
From the realization of the MIC it was possible to obstain results with clinical meanings
against the strains tested. The chemical caracterization detected metabolites of clinical
importance, mainly phenolic compounds and total tannins. By the accomplishment of the
study it was possible to observe that the extract has antibacterial activity against the Gram-
positive and Gram-negative bacteria: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442; Staphylococcus aureus ATCC 25923; Streptococcos mutans ATCC
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00446; Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, and multidrug-resistant bacterial strains (clinical
isolates) of E. coli 27 e S. aureus 358. From the modulation accomplishment, it was possible
to observe the decrease of the MIC of the aminoglycosides against E. coli 27 e S. aureus 358.
In this context, it was possible to observe that the ethyl acetate extract of the leaves of the
Hymenaea courbaril L., has a modulatory activity against the antibiotics used, contributing in
a synergistic way and being able to help in cases of bacterial resistance.

Keywords: Hymenaea courbaril 1. Microdiluition. Medicinal plants.

1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude caracteriza uma planta medicinal, como sendo um
determinado vegetal, que demonstre em seu metabolismo, principios ativos que possuam
atributos com fins terapéuticos (OMS, 1998).

As plantas medicinais constituem uma forma de terapia medicinal que acompanha o
homem desde os primordios de sua existéncia. sdo empregadas popularmente com a
finalidade de prevencdo e tratamento de determinadas patologias pelo fato de possuirem
compostos com eficiéncia medicinal. Com o surgimento das primeiras culturas, pode se
observar que algumas plantas apresentaram compostos em sua constituicdo, denominados
principios ativos, os quais, ao serem avaliados frente a algumas doencas, mostrou poder
terapéutico, mesmo sem qualquer embasamento cientifico. As plantas com potencial
terapéutico sdo fontes de substancias ativas, que podem ser utilizadas para a obtencdo de
novos farmacos a partir de extratos vegetais: os denominados fitoterapicos (BADKE et al.,
2011; SIMOES & SCHENKEL, 2002).

Hymenaea courbaril L. é uma planta do género Hymenaea, conhecida popularmente
como Jatoba, é comumente encontrada na regido Nordeste do Brasil, sendo a espécie do
género com maior distribuicdo territorial. Comum na vegetacdo do Cerrado e Caatinga, 0
jatoba é uma planta de porte arbdreo, que apresenta folhas compostas e frutos duros de cor
parda-escura. Sua resina, sementes e polpa dos frutos sdo utilizados na medicina tradicional
para o tratamento de diversas enfermidades. Em alguns estudos realizados com a mesma,
mostraram que 0 vegetal possui compostos importantes, que podem explicar a sua acéo
terapéutica como antimicrobiano. (CIPRIANO et al., 2014; COSTA, 2012).

A resisténcia de bactérias a terapia antibidtica é um problema de salde publica
mundial, acarretada por diversos fatores, entre eles o principal ¢ o uso indevido de
antimicrobianos, o que leva a alta demanda de custos e insucesso terapéutico, que tem como

consequéncia a reincidiva de infec¢des (FIOL et al., 2010). A modulacdo de extratos vegetais



associados aos antimicrobianos é feita com a finalidade de se alcangar uma agédo sinérgica,
entre 0s compostos, para se potencializar a acdo dos mesmos, com o propdésito de inibir o
microrganismo e evitar a resisténcia bacteriana (COUTINHO, et.al.,2015)

O objetivo do presente estudo foi analisar o perfil quimico e avaliar a atividade
antibacteriana e moduladora do extrato de acetato de etila das folhas de Hymenaea courbaril
L.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

O presente estudo tratou-se de uma pesquisa experimental, com abordagem qualitativa
e quantitativa. Foi realizado durantes os meses de setembro a novembro de 2018 no Centro

Universitario Doutor Ledo Sampaio no municipio de Juazeiro do Norte - CE.

2.2 COLETA DE FOLHAS E IDENTIFICACAO BOTANICA

As Folhas de Hymenaea courbaril L. foram coletadas em area residéncial no bairro
Seminario, na cidade de Crato, Ceara, Brasil. O material vegetal foi submetido a identificacdo
e uma exsicata do espécime foi depositada no Herbario Dardaro de Andrade e Lima, no

municipio de Crato-CE.

2.3 PREPARACAO DE EXTRATO DE ACETATO DE ETILA

A obtencéo do extrato de acetato de etila foi realizada no laboratério de Microbiologia
do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio. Para preparacdo do extrato, foram utilizadas
folhas frescas de Hymenaea courbaril L., que foram trituradas, onde em um recipiente
permaneceram submersas em acetato de etila puro por 72h, sendo apés esse periodo, filtrado e
concentrado em evaporador rotativo a vacuo (MATOS, 2009). No preparo da solucdo inicial a
amostra foi solubilizada em Dimetilsulfoxido (DMSO), onde foram calculadas as seguintes
propor¢oes: 10 mg da amostra solubilizados em 1mL de DMSO, para obter uma concentracdo
inicial de 1024 mg/mL.



2.4 CARACTERIZACAO QUIMICA

O Perfil quimico se baseou na andlise de metabolitos secundarios presentes ou
ausentes na espécie, estes testes se baseiam na observacdo visual da alteracdo de cor ou
formacéo de precipitado apos a adicdo de reagentes especificos (MATOS, 2009).

2.5 MICRORGANISMOS E MEIOS DE CULTURA

Os microrganismos que foram utilizados nos testes foram obtidos através do Banco da
UNILEAO. Foram utilizadas cinco linhagens padrées de bactérias: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; Staphylococcus aureus ATCC 25923;
Streptococcus mutans ATCC 00446; Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, e linhagens
bacterianas multirresistentes (isolados clinicos) de E. coli 27 e S. aureus 358.

Foram utilizados nos ensaios microbioldgicos os seguintes meios de cultura: Agar
Heart Infusion - HIA (Difco Laboratories Ltda.), e Caldo Brain Heart Infusion — prepardos
sobre as concentracdes de BHI 3,8% e 10%.

2.6 PREPARO E PADRONIZACAO DE INOCULOS BACTERIANOS

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar (HIA). Antes
dos testes, as linhagens foram inoculadas em meio BHI 3,8% e incubadas a 37°C por 24
horas. Apos esse periodo, as suspensdes bacterianas previamente padronizadas foram diluidas
sob a proporcdo de 1:10 em Caldo BHI 10% para atingir a concentracdo 0,5 McFarlan,
equivalente a 10° céls/mL (CLSI ,2014).

2.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os ensaios para determinacdo da CIM do extrato foram efetuados através do Método
de Microdilui¢cdo em Caldo, com concentragdes variando de 512 a 8 pg/ml (NCCLS, 2003).
Este método utiliza pequenos volumes de meio e de amostra, distribuidos em

cavidades de microplacas estéreis. As amostras foram preparadas em concentracdo dobrada



(1024 pg/mL) em relacdo a concentracdo inicial definida e volumes de 100 pL e
posteriormente foram diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com
100 pL do meio de cultura uma amostra suspensdo bacteriana diluida 1:10. (COUTINHO et
al., 2008).

Controles negativos com o meio de cultura, controles positivos (meio + indculo) e
controles de inibi¢do utilizando o extrato em concentragdo de 1024 a 0,5 pg/mL foram
incluidos nos ensaios. As placas preenchidas foram incubadas a 37°C por 24 horas (NCCLS,
2003).

Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solucdo indicadora de
resazurina sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Apos a
incubacdo, 20 pL da solucdo indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas
passaram por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de
coloracdo azul para rosa devido a reducdo da resazurina indica o crescimento bacteriano,
auxiliando a visualizagdo da CIM, definida como a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada. (MANN & MARKHAN, 1998;
PALOMINO et al., 2003).

2.8 AVALIACAO DA INTERFERENCIA DO EXTRATO SOBRE A RESISTENCIA AOS
ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDIOS

Para avaliar o extrato como modulador da acdo antibidtica, a CIM de antibi6ticos da
classe dos aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) foi avaliada na presenca e na auséncia
do extrato em microplacas estéreis. Todos os antibiéticos testados foram obtidos junto a
Sigma.

O extrato foi diluido em caldo BHI 10% em concentracGes subinibitérias (MIC/8). A
preparacdo das solucdes de antibidticos, foram realizadas com a adi¢do de agua destilada
estéril e volumes de 100 pL diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade
com 100 pL do meio de cultura contém a suspensdo bacteriana diluida (1:10). Os mesmos
controles utilizados na avaliagdo da CIM para os extratos foram utilizadas. As placas
preenchidas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a leitura foi evidenciada pelo uso de
resazurina sodica (COUTINHO et al., 2008).

2.9 ANALISE DE DADOS
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Os resultados dos testes foram obtidos em triplicata e expressos como média
geométrica. Para analise estatistica foi aplicada a two-way ANOVA seguida do teste de
Bonferroni post tests, considerando significancia com p< 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio fitoquimico foi realizado a analise qualitativa dos componentes quimicos,

segundo o protocolo descrito por Matos (2009).

Tabela 1: Perfil fitoquimico qualitativo

METABOLITOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

EAEHCc + + + - - 4+ + + + + - - - - -

1-Fenois 2-Taninos condensados 3- Taninos totais 4-Antocianinas 5-Antocianidinas 6-Flavonas 7-Flavonoides
8-Xantonas 9- Chalconas 10- Auronas 11-Flavononois 12-Leucoantocianidinas 13- Catequinas 14- Flavononas

15- Alcaloides. (+) Presenca; (-) Auséncia. EAEHC: Extrato de acetato de etila de Hymenaea courbaril.

Segundo o estudo de Veggi et.al., (2013), que verificou presenca de taninos totais
no extrato aquoso do jatoba, a planta é rica em compostos biologicamente ativos, como
diterpenos, flavonoides e oligossacarideos. As folhas e a casca sdo ricas em terpenos e fendis ,
0 que justificam portanto determinandos efeitos terapéuticos. Enquanto Ferreira et.al. (2017),
verificou alto teor de compostos fendlicos e taninos em comparacdo a outras espécies
testadas. O género Hymenaea é reconhecido como fonte rica desses compostos
(MIRANDA 2014).

A presenca de taninos condensados no extrato é de grande importancia terapéutica
pois 0s taninos sdao compostos que fazem parte da classe dos polifendis, e exercem acéo
biolégica como antibacteriano, antifungico, antioxidante, antiviral e antitumoral. Esses
compostos séo amplamente investigados, pois sdo potenciais fontes para a obtencdo de novos
farmacos (CORREIA, 2014).

Santos, (2016) destaca que os taninos podem agir de trés maneiras sobre o0s
microrganismos: complexando-se com a parede celular da célula, e modificando seu
metabolismo, ou complexando-se com as enzimas extracelulares ou com seus substratos,
assim como, complexar-se com ions metalicos, que sdo essenciais para o desenvolvimento
biolégico, no organismo humano atuam como antioxidante, antisséptico, cicatrizante e
também vasoconstritor (SCALBERT,1991). Segundo Ferro (2006), os taninos se distribuem
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por toda parte da planta para protegé-la contra bactérias fixadoras de nitrogénio, diminuindo
sua proliferacdo, e inibindo a germinagdo de sementes alheias.

A partir da realizacdo dos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foi
possivel observar um valor de 256pg/ml para as linhagens bacterianas testadas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Escherichia
coli 27 multirresistentes. E de 128 pug/ml para as linhagens bacterianas Staphylococcus aureus
35 multirresistentes; Klebsiella Pneumoniae ATCC 10031; Escherichia coli ATCC 25922 e

Cepas bacterianas CIM (pg/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 256
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 256
Klebsiella Pneumoniae ATCC 10031 128
Escherichia coli ATCC 25922 128
Streptococcos mutans ATCC 00446 128
Staphylococcus aureus 35 128
Escherichia coli 27 256

Streptococcos mutans ATCC 00446. Sendo o valor considerado de relevanica clinica
<256ug/ml, desta forma considera-se que o extrato de acetato de etila de Hymenaea courbaril
l., atuando de forma isolada, obteve resultados clinicamente relevantes contra as cepas

testadas.

Tabela 2: Concentracao Inibitéria Minima (CIM), expressos em pg/mL, do extrato de acetato

de etila das folhas de Hymeneae courbaril L.

Fernandes; Santos; Pimenta (2005), verificaram que no extrato hidroalcodlico de H.
courbaril, houve inibicdo no crescimento de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus
e Streptoccocus mutans), porém demonstrou inibicdo minima ou nao significativa de cepas de
Escherichia coli (Gram-negativa), porém o estudo foi feito com a seiva e caule da planta.

No estudo de Gongalves; Alves Filho; Menezes (2005), o extrato hidroalcodlico de H.
courbaril apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas de Proteus mirabillis e
Staphylococcus aureus. Para Santos; Alves (2012), o extrato do jatoba apresentou atividade
antibacteriana em diversos trabalhos frente a cepas de Staphylococcos aureus, e destacou a

presenca de taninos na planta, reforcando a sua atividade antimicrobiana frente a bacterias
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tanto gram-positivas quanto gram-negativas, citando Staphylococcus aureus; Streptococcus
pneumoniae; Bacillus antracis e Shigella dysenteriae.

A partir da realizacdo dos testes, e obtencdo da CIM; os antibi6ticos aminoglicosideos,
gentamicina e amicacina, foram combinados com a concentracdo subinitoria do extrato
(CIM/8), e testado nas bactérias multirresistentes, como €é possivel observar os dados

presentes no gréfico 1:

Gréfico 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antibiéticos aminoglicosideos:

amicacina e gentamicina na presenca e na auséncia do extrato.

1500 -
Fkk
- l ns [ | Gentami.ci_na
E 1000 BA Gentamicina + EAEHc
3 [ Amicacina
= [ Amicacina + EAEHc
(&
|
S 500
§ *** valor estaticamente significante com p<0.001
* valor estaticamente significante com p<0.05
ns valor estaticamente n&o significante com p>0.05
0-

E.coli 27 S.aureus 358

Como é possivel observar, o extrato das folhas de Hymeneae courbaril L. apresenta
sinergismo com a amicacina e gentamicina frente a cepa de E.coli 27, e gentamicina frente a
cepa de S.aureus 358 , porém ndo exerceu acdo sinérgica junto a amicacina sobre essa cepa .

Os aminoglicosideos sdo potentes antimicrobianos ja que estes tendem a visar o
ribossomo bacteriano, e podem, como os demais, sofrer interferéncia a partir da utilizacdo do
extrato, por mono ou multi-combinagdes, resultando um efeito sinérgico por parte do extrato
(COUTINHO et al, 2010). Assim a combinacdo entre antibidticos e extratos tem sido uma
alternativa terapéutica, que favorece para a diminuicdo da dose terapéutica do medicamento

(ALVES; SANTOS; MATIAS, 2014).
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Dessa forma, a atividade sinérgica do extrato de acetato de etila de Hymeneae
courbaril L. pode ser associada a presenca de compostos fendlicos e taninos que auxiliam
com sua atividade antimicrobiana, assim resultando em uma acdo sinérgica frente aos
aminoglicosideos utilizados (MENDES et al., 2011). Os metabdlitos fenodlicos, que incluem
os taninos e flavonoides, tém demostrado potencial terapéutico como potencial
antimicrobiano, anti-inflamatdrio, cicatrizante e agente oxidante (MIGLIATO et al., 2009).

4. CONCLUSAO

O extrato de acetato de etila das folhas de Hymeneae courbaril L. apresenta potencial
atividade antimicrobiana. O extrato também pdde contribuir de forma sinérgica com
antibidticos da classe dos aminoglicosideos, frente a cepas multirresistentes, reduzindo a
concentracdo inibitoria dos mesmos. Revela-se, portanto, o potencial da planta, a exemplo,
para o0 desenvolvimento de um novo farmaco, necessitando-se assim de mais estudos

aprofundados.
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